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緒言 
 
睡眠は生物の3大欲求の1つであり，その生理機能には疲労回復や成長ホルモン分泌，
免疫機能の促進，記憶の固定などが挙げられ，生命を維持する上で重要な役割を担って
いる． 
近年の国民生活時間調査によると，1970 年に約 8 時間であった平均睡眠時間は 2005
年には 7 時間 22 分と急激に減少している(1)．また成人の 3 割は平均睡眠時間が 6 時間
以下とされ，4 人に 1 人が睡眠不足を感じている(2)．更に睡眠障害を抱えている人々は
5 人に 1 人（23.1%）存在するなど，今では睡眠は大きな社会的問題となっている(3)．
睡眠時間の不足はさまざまな生活習慣病や精神疾患の基礎因子として指摘されている．
平均睡眠時間 7~8 時間のグループと比較して平均睡眠時間が 5 時間以下のグループで
は高血圧症発症のリスクが 1.32 倍(4)に，糖尿病発症のリスクが 2.51 倍(5)にまで高まる
事が報告されている．睡眠障害国際分類（ICSD-2）では睡眠障害を不眠症（睡眠時間
の減少や中途覚醒など），中枢性過眠症，睡眠関連呼吸障害，慨日リズム障害など 92
の診断名に分類しているが(6)，未だその病態生理のほとんどは解明されていない． 
  睡眠障害は糖尿病やうつ病や認知症などの生活習慣病や老年期疾患に高頻度で随伴
する(7-9)．睡眠は記憶・学習機能に関連がある事から(10)，睡眠障害が認知症の基礎因子
である可能性が考えられる．認知症の症状は記憶障害や見当意識障害などの中核症状と，
不眠や不安，妄想，幻覚，徘徊，抑うつ症状など多彩な精神症状や行動障害としての周
辺症状の大きく 2 つに分類される(11)．認知症に随伴する睡眠障害の有病率は 20.7%と
周辺症状の中で最も多くを占める(12)．睡眠障害は認知症患者の Quality of Life（QOL）
を著しく低下させ，夜間の介護負担増加にもつながる．また中核症状の悪化やせん妄・
徘徊の出現が睡眠障害に起因すると考えられるため，睡眠障害の早期改善が強く求めら
れている．しかし，高齢者が認知症患者の大半を占めることから，既存の睡眠障害治療
薬であるベンゾジアゼピン系薬物を認知症患者に用いると，ふらつき，日昼の眠気，お
よび筋弛緩作用よる転倒・骨折などの副作用を伴うことが多い(13)．中でも骨折は寝たき
り状態を招くおそれがあり，このような場合には認知機能がさらに悪化する可能性が高
い．このため，認知症の睡眠障害にはベンゾジアゼピン系薬物よりも，抗うつ薬や向精
神薬(14)，及び高照度光照射やメラトニン補充療法(15)などの治療法が選択されることが
多い．高齢者認知症の睡眠障害に対して用いられる抗うつ薬の一つに trazodone があり，
これはベンゾジアゼピン系薬物と比べ副作用は少ないが，同時に催眠作用は減弱すると
いったデメリットも持っている(16)．また，アルツハイマー型認知症の治療薬として使用
されるコリンエステラーゼ阻害薬の donepezil にも不眠，悪夢を惹起する場合があるこ
とから，これを服用している患者に睡眠障害治療薬を処方される確率が増加する．従っ
て，このようなケースでは転倒・骨折の危険度もさらに増加する危険性がある(17)．この
ようなことから，現状では認知症の睡眠障害に対する治療満足度は決して高いとは言え
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ない． 
 特異的かつ安全な睡眠障害治療薬の開発には適切な睡眠障害のモデル動物の存在が
必要とされる．現在，睡眠障害のモデル動物には電気ショック(18)や不快条件飼育下ラッ
ト(19)の不眠症モデル動物や orexin/ataxin-3 トランスジェニックマウスの中枢性過眠症
モデル動物(20)，ブルドッグ(21)や肥満ミニブタ(22)の睡眠関連呼吸障害モデル動物，パー
キンソン病の睡眠障害モデル動物としてドパミン神経毒投与サル(23)やラット(24)の存在
が報告されている．しかし未だ適切な睡眠障害のモデル動物は数少なく，これまでに認
知症を意識した睡眠障害モデル動物も存在していない．我々の研究室では，脳血管性認
知症のモデル動物として繰り返し脳虚血モデルを考案し，様々な薬効評価に用いてきた．
このモデル動物は脳虚血 7 日目において，海馬 CA1 領域での神経細胞死と，8 方向放
射状迷路課題における空間記憶障害(25, 26)や，高架式十字迷路課題および明暗箱課題に
おける周辺症状の一つの不安様行動が確認されており(27)，脳血管性認知症の臨床像と相
関する事が分かっている．従って，この繰り返し脳虚血を施した脳血管性認知症モデル
動物の睡眠障害を明らかとすることで，脳血管性認知症患者の睡眠障害モデル動物とな
り得る可能性がある．また，このモデル動物の障害を解析することによって，その病態
発症メカニズムおよび治療薬の追究はもとより，睡眠覚醒メカニズムの解明や中核症状
およびその他周辺症状の新たなターゲット分子の探索に発展する可能性がある． 
 近年，認知症患者の周辺症状に対して漢方方済である抑肝散が有効であると報告され
ている．抑肝散は古くから小児の夜泣きや神経症，不眠に用いられる漢方方剤であり，
蒼朮(4.0)，茯苓(4.0)，川芎(3.0)，釣藤鈎(3.0)，当帰(3.0)，柴胡(2.0)，甘草(1.5)の 7 種
の生薬から構成される．Iwasaki らは抑肝散の服用で徘徊，幻覚，興奮および攻撃性な
どの問題行動が有意に改善される事を報告している(28-31)．また Shinno らは，抑肝散の
服用は認知症患者の総睡眠時間の減少や中途覚醒回数の増加といった睡眠障害にも有
効であると報告をしている(32)．当研究室における基礎研究報告によれば，抑肝散は繰り
返し脳虚血モデルの空間記憶障害や不安様行動に対して改善効果を示すことを明らか
としている(27, 33)．しかしながら，未だ抑肝散の睡眠障害に対する動物モデルの報告は
なく，睡眠障害への基礎薬理学的エビデンスや改善効果の詳しいメカニズムは全くもっ
て不明である．  
従って本稿では，まず第 1 章では脳血管性認知症を伴う睡眠障害モデル動物の確立を
目的として実験を行い，続く第 2 章では抑肝散の繰り返し脳虚血ラットの睡眠障害に対
する薬効評価を行った．また第 3 章では，繰り返し脳虚血ラットの睡眠障害に対する抑
肝散の改善効果メカニズムを検討した． 
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第 1 章 繰り返し脳虚血ラットの睡眠障害の検討 
 
 脳波（Electroencephalogram : EEG）による覚醒睡眠パターンの解析は臨床で睡眠障害
の診断に利用される．睡眠は Non-rapid eye movement（NREM）睡眠と Rapid eye movement
（REM）睡眠に大きく分けられる．NREM 睡眠とは睡眠の大部分を占める睡眠深度の
深い眠りで，脳の活動が低下した状態の睡眠である．REM 睡眠とは NREM 睡眠から覚
醒に移行する時に多く観察され、脳が活動状態にあり，筋肉が弛緩した状態の睡眠であ
る． 
脳波は多数の神経細胞から誘起された活動電位であり，この解析を行うことで脳の活
動をおおよそ把握する事ができる．通常，ヒトの睡眠の評価時には，頭蓋骨と頭皮を介
した頭皮上脳波を記録することが多い(34)．覚醒時には α 波（8 -13 Hz），β 波（13-30 Hz），
睡眠時には θ 波（4-8 Hz），δ 波（0.5-4 Hz），spindle（紡錘）波形（10-16 Hz）といった
特異的な周波数帯を持つ脳波が出現することが知られており，これを指標として覚醒/
睡眠パターンが解析される(35)． 
動物の睡眠を評価する場合は，電極脱落の可能性や睡眠体位の違いから，ヒトと同様
な頭皮上脳波の測定は困難である．そのため，脳皮質表面および脳深部から脳蓋内脳波
を測定し，同時に筋肉の活動電位を記録する筋電図（Electromyography : EMG）を測定
することで評価を行う．動物もヒトと同様に、覚醒時や各睡眠ステージに特有の周波数
を持った脳波が観察され，覚醒およびNREM睡眠，REM睡眠を評価することが出来る．
大脳皮質表面電極を用いた場合には，覚醒時に α 波および θ 波の出現と筋電図の大きな
変動が観察され，NREM 睡眠時に δ 波，spindle 波形と筋電図の中程度の変動が，REM
睡眠時には θ 波の優位な出現と筋電図の非常に小さな変動が観察される(36)． 
 脳血管性認知症には，周辺症状として睡眠障害を伴っていることが多い．睡眠障害と
しては，主に夜間における睡眠時間の短縮，中途覚醒の増加，入眠時間の延長，また熟
眠障害といった不眠症や昼夜の覚醒/睡眠リズムが乱れる慨日リズム障害などが現れる
(33)．しかしながら，現状では認知症の睡眠障害に対する治療満足度は決して高いとは言
えず，睡眠障害発症メカニズムも未だに解明できていない．これら睡眠障害発症メカニ
ズムの解明には臨床病態を反映した睡眠障害モデル動物での解析が必要となる．当研究
室では脳血管性認知症のモデル動物として繰り返し脳虚血（RI）ラットを既に作出して
おり，このモデルラットは脳血管性認知症を伴う睡眠障害のモデル動物になる可能性が
ある． 
 本章では，まず脳血管性認知症を伴う睡眠障害モデル動物の確立を目的として，RI
ラットの睡眠障害の評価を行った． 
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総頸動脈 椎骨動脈
第 1 節 RI ラットを用いた脳波測定による覚醒睡眠時間の解析 
 睡眠障害の不眠症の代表的な症状に夜間の睡眠時間の短縮が挙げられる．本節ではま
ず脳血管性認知症を伴う睡眠障害の評価として，RI ラットの覚醒および NREM 睡眠，
REM 睡眠の積算時間を検討した． 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
実験動物は，8 週齢の Wistar 系雄性ラット（体重 300-350g : 九動）を用いた．ラッ
トはプラスチックケージ（30×35×17 cm）中に 4-5匹収容し，室温 23±2℃，絶対湿度 60±2％，
および 12 時間の明暗サイクル（AM7:00 点灯/PM7:00 消灯）の環境で飼育した．なお，
餌 （CE-2；日本クレア）および水は自由に摂取できるようにした．実験動物の取り扱
いについては，福岡大学動物実験委員会（Experimental animal care and use committee）に
よる動物実験倫理規定に準じた． 
 
1.2. 脳虚血モデルの作製手順 
Pulsinelli and Brireley らの方法に従い(37)，pentobarbital sodium （東京化成）50 mg/kg
の腹腔内投与による麻酔下にラットを背位に固定し腹側頸部の皮膚を切開して，両側総
頸動脈を露出した．周囲の組織から血管を剥離し，結紮糸を輪状に装着後，皮膚を縫合
した．続いて，脳定位固定装置（Narishige Scientific Instrument Lab : SR-5R）に腹位に固
定し，背側頸部の皮膚および筋肉層を切開して，第一頸椎を露出した．双極性凝固器
（MICRO-CD：瑞穂医科工業）を用い第一頸椎の両側にある alar foramina から脳底部へ
上行している椎骨動脈を両側性に電気焼灼切断し，その後皮膚を縫合した．偽手術
（Sham）群は両側椎骨動脈と総頸動脈を露出するだけの操作を行った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 脳虚血モデルの作製 
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1.3. 脳虚血の方法 
椎骨動脈焼灼手術の翌々日に，麻酔から完全に覚醒し行動に異常がないことを確認し
た後，無麻酔下で頸部の縫合を再び開き，両側総頸動脈を露出し直ちに両側総頸動脈に
結紮用クリップを用いて 10 分間の結紮を行い，その１時間後に再び 10 分間の結紮を行
った．結紮後に正向反射の消失が発現しなかったラットについては以後の実験から除外
した． 
 
 
1.4. 実験装置ならび実験手続き 
 
1.4.1. 脳波電極取り付け手術手順 
電極の留置手術は大阪バイオサイエンス研究所の方法(38)を参考にした．Pentobarbital 
sodium（東京化成）50 mg/kg の腹腔内投与による麻酔下にラットの頭部を脳定位固定装
置に固定した後，頭部から背側警部の皮膚を正中線に沿って切開し，頭蓋骨を露出させ
た．その後，Paxinos and Watson の脳図譜(39)に従って，左前頭葉皮質および右頭頂葉皮
質（A : -3.6，L : +2.0）に電動ドリルで穴を開け，脳波電極ネジ（AN-3 ; エイコム）を
1 回転分の深度で設置した．続いて，筋電図コード（ユニークメディカル）を左頸部筋
に 2 本挿入した．各電極は電極ソケット（バイオテックス）にハンダ付けをして接続し，
歯科用セメント（松風）で頭蓋骨に固定した． 
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図 2 脳波および筋電図電極の取り付け位置と器材 
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7 
 
測定用ケージ
1.4.2. 脳波測定装置 
実験動物をチャンバー内のケージで飼育し，有線コードを通して脳波および筋電図を，
また同時に測定時の動物の挙動を示す画像を記録した．外界からの音による影響を軽減
させるために，常時ノイズを発生させるホワイトノイズをチャンバー内に発生させた．
また，一秒毎の測定回数をあらわす Sampling rate を 256 Hz に，検出感度をあらわす
Sensitive を 100 V/μV に設定した．実験動物の術後の回復期間を少なくとも 1 週間確保
し，動物を測定開始時間の約 12 時間前にホームケージからチャンバー内のケージへ移
動させた．測定は AM7:00 から翌日の AM7:00 までの 24 時間行った（図 3）．実験動物
の脳波測定及び映像撮影は，脳波解析研究用ソフト Sleep Sigh® Ver2.0（KISSEI 
COMTEC）に付属する Viral Recorder 及び Video option を使用した．なお，測定中の餌
および水は自由に摂取できるようにした． 
表 1 脳波測定の条件設定 
Sampling rate 256 Hz 
Sensitive 100 V/μV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 脳波測定装置 
1.4.3. 脳波解析の手順 
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測定した 24 時間の脳波および筋電図の解析は，Sleep Sign® Ver2.0（KISSEI COMTEC）
を用いて行った．Sleep Sign®とは測定した脳波と筋電図から覚醒/睡眠判定を行う睡眠
解析用プログラムソフトである．この際に判定する時間の単位を epoch と呼んでいる．
1 epoch あたりの時間は 4 秒以上の任意な数値に設定でき，各 epoch に対して， それぞ
れ WAKE，NREM，REM などのステージに判定する．また解析条件に応じて NREM 睡
眠を，さらに睡眠深度の浅い Light Sleep と睡眠深度の深い Deep Sleep の 2 つのステー
ジに分けた解析も可能である．脳波及び筋電図は，生体信号として必要な周波数帯だけ
を識別するために，フィルタ処理を行った．High pass フィルタの値は 60 Hz に，Low pass
フィルタの値は 0.5 Hz に設定した．24 時間の測定データを epoch ごとに解析し，それ
ぞれ WAKE，NREM，REM の 3 つのステージに判定した．判定は epoch ごとに，各ス
テージに特徴的な脳波周波数帯の占有率と筋電図の活動から行い，同時に動画で確認し
た．それぞれ，α 波や θ 波の優位な出現と大きな筋電図の変動が観察される epoch を
WAKE，spindle 波形や δ 波が優位に出現し中程度の筋電図の変動が観察される epoch を
NREM，また θ 波の優位な出現とおよび小さな筋電図の変動が観察される epoch を REM
とした．1 epoch あたりの時間を 4 秒とし，4 秒毎に 1024 point で高速フーリエ変換（Fast 
Fourie Transform : FFT）を行い，1 epoch あたりの占有率を求めた．ただし，各周波
数帯の出現には個体差が大きいため，優位性があるか否かは個体ごとに判断し
た．  
 
 
表 1  各ステージ判定の基準 
判定ステージ 脳波（EEG） 筋電図（EMG） 
WAKE α 波  （8-13 Hz） 
θ 波  （4-8 Hz） 
大 
NREM spindle波形（12-16 Hz） 
δ 波  （0.5-4 Hz） 
 
中 
REM θ 波  （4-8 Hz） 小 
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図4 WAKE, NREM, REMの特徴的な波形
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図4 WAKE, NREM, REMの特徴的な波形
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1.4.4. 睡眠障害の評価方法 
 各ステージ（WAKE，NREM，REM）の 1 時間毎の推移と積算時間（Total time）
を算出しこれらを sham 群と RI 群とで比較した． 
 
 
 
 
 
図 5 測定スケジュール 
1.5. 統計処理 
結果は平均値±標準誤差で示した．統計処理には，Mann-Whitney’s U-test を使用し
た．なお，危険率が 5％以下だった場合を統計学的に有意差が有るものとみなし，また
危険率が 10%以下だった場合を差のある傾向とみなした． 
 
2.実験結果 
  Sham 群と RI 群の各ステージの１時間毎の推移と明期・暗期の積算時間を図 6，7，
8 に示した． 
 
2.1. 各ステージにおける Total time の検討 
 RI 群は sham 群と比べ，明期における覚醒時間の増加および NREM 睡眠時間の減少
を有意に示したが，暗期においては変化を示さなかった（図 6，7）．また RI 群の REM
睡眠時間は明暗期共に sham 群と比べて変化はなかった（図 8）． 
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第 2 節 RI ラットを用いた脳波測定による覚醒睡眠サイクルの解析 
 夜間の睡眠時間の短縮の原因として，睡眠持続力の低下や中途覚醒の増加が指摘され
る．これは覚醒や NREM 睡眠，REM 睡眠の連続して現れる一続きのステージ群（エ
ピソードと呼ぶ）が延長および短縮し，断片化することによって引き起こされると考え
られる．そのため，本節ではこのような覚醒睡眠サイクルの障害を評価するために，
RI ラットの各ステージにおける平均持続時間およびエピソード出現頻度を検討した． 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
第 1 章，第 1 節，1.1.と同様である． 
 
1.2. 脳虚血モデルの作製手順 
第 1 章，第 1 節，1.2.と同様である． 
 
1.3. 脳虚血の方法 
第 1 章，第 1 節，1.3.と同様である． 
 
1.4.実験装置ならびに実験手続き 
 
1.4.1. 電極取り付け手術手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.1.と同様である．  
 
1.4.2. 脳波測定機器 
第 1 章，第 1 節，1.4.2.と同様である． 
 
1.4.3. 脳波解析手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.3 と同様である．  
 
1.4.4. 睡眠障害の評価方法 
 各ステージ（WAKE，NREM，REM）の平均持続時間（Duration），各エピソード
の出現頻度（No. of total episodes）を算出し，これらを sham 群と RI 群とで比較した． 
 
1.5. 統計処理 
第 1 章，第 1 節，1.5.と同様である．  
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2.実験結果 
  Sham 群と RI 群の各ステージの明期・暗期の平均持続時間とエピソード出現頻度を
図 9A-C および図 10A-C に示した． 
 
2.1. 各ステージにおける平均持続時間の検討 
RI 群は sham 群と比べ，明期における平均 NREM 睡眠持続時間の減少を有意に示した
が，暗期においては変化を示さなかった（図 9B）．また RI 群の平均覚醒持続時間およ
び平均 REM 持続時間は明暗期ともに sham 群と比べて変化はなかった（図 9A, B）． 
 
2.2. 各ステージにおけるエピソード出現頻度の検討 
RI 群は sham 群と比べ，明期における 0-1 分および 1-5 分間持続する覚醒のエピソー
ド出現頻度の増加を有意に示した（図 10A）．また NREM 睡眠では 0-1 分間持続のエ
ピソード出現頻度の増加および 5 分間以上持続のエピソード出現頻度の減少を有意に
示した(図 10B）．しかし，暗期における覚醒および NREM 睡眠のエピソード出現頻度
は sham 群と比べて変化はなかった（図 10A, B）．また RI 群の REM 睡眠のエピソー
ド出現頻度は明暗期共に sham 群と比べて変化はなかった（図 10C）．今回の実験動物
において，Sham ラットおよび RI ラットの各ステージにおける 0-1 分間持続するエピ
ソードが主に占めていた（図 10）． 
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第 3 節 RI ラットを用いた脳波測定による覚醒睡眠周波数帯の解析 
睡眠障害の一つに熟眠障害が出現し，これは NREM 睡眠時の脳波周波数帯成分の δ
波領域の深度が低下したことによって引き起こされる．また覚醒，NREM 睡眠，REM
睡眠にはそれぞれに特徴的な脳波周波数帯分布が観察されるため，本節では RI ラット
の各ステージの脳波周波数帯占有率を検討した． 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
第 1 章，第 1 節，1.1.と同様である． 
 
1.2. 脳虚血モデルの作製手順 
第 1 章，第 1 節，1.2.と同様である． 
 
1.3. 脳虚血の方法 
第 1 章，第 1 節，1.3.と同様である． 
 
1.4.実験装置ならびに実験手続き 
 
1.4.1. 電極取り付け手術手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.1.と同様である．  
 
1.4.2. 脳波測定機器 
第 1 章，第 1 節，1.4.2.と同様である． 
 
1.4.3. 脳波解析手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.3 と同様である．  
 
1.4.4. 睡眠障害の評価方法 
 各ステージ（WAKE，NREM，REM）の周波数帯分布（EEG power density %）を
それぞれ算出し，これらを sham 群と RI 群とで比較した． 
 
1.5. 統計処理 
第 1 章，第 1 節，1.5.と同様である．  
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2.実験結果 
  Sham 群と RI 群の各ステージの明期・暗期の周波数帯占有率を図 11A-F に示した． 
 
2.1. 各ステージにおける脳波周波数帯の検討 
 RI 群は sham 群と比べ，明暗期共における NREM 睡眠時の 3-7 Hz の周波数帯占有率
の有意な増加を示し（図 11B, E），REM 睡眠時の δ 波領域の周波数帯占有率の増加およ
び θ 波領域の周波数帯占有率の減少を有意に示した（図 11C, F）．また RI 群の覚醒時の
周波数帯占有率は明暗期ともに sham 群と比べて変化はなかった（図 11A, D）． 
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考察 
 
本章では脳血管性認知症を伴う睡眠障害モデル動物の確立を目的として，脳波および
筋電図の測定を用いて繰り返し脳虚血（RI）ラットの睡眠解析を行った． 
各節では RI ラットの各ステージ（WAKE，NREM，REM）の積算時間，平均持続
時間，エピソード出現頻度および周波数帯分布を算出し，RI ラットに出現する睡眠障
害の評価を行った．脳血管性認知症に出現する主な睡眠障害は，夜間における睡眠時間
（特に NREM 睡眠）の短縮，中途覚醒の増加，入眠時間の延長および熟眠障害などが
あげられる(40)．ラットなどのげっ歯類は夜行性であるため，予想される RI ラットの覚
醒睡眠パターンには，睡眠時間の短縮に明期における NREM 睡眠時間の減少，入眠時
間の延長に明期の覚醒時間や平均覚醒持続時間の増加などが挙げられる．また，ヒトで
は NREM 睡眠の持続力が低下することにより中途覚醒が出現するため，RI ラットでは
平均 NREM 睡眠持続時間の減少や NREM エピソード出現頻度の増加，および覚醒エ
ピソード出現頻度の増加などが予想される．さらに熟眠障害は NREM 睡眠の深度を示
す NREM 時のδ波領域占有率の低下として検出されることが予想される． 
今回の実験結果で，RI ラットは明期において，覚醒時間の増加を示し（図 6），NREM
睡眠時間の減少を示した（図 7）．これは脳血管性認知症患者の夜間における NREM 睡
眠時間の減少を反映していると考えられる．さらに RI ラットは明期における平均
NREM 睡眠持続時間の減少（図 9B）や覚醒のエピソード出現頻度（0-1 分および 1-5
分間持続）および NREM 睡眠のエピソード出現頻度（0-1 分間持続）の増加，NREM
睡眠のエピソード出現頻度（5 分間以上持続）の減少を示した（図 10A, B）．今回の実
験において，Sham ラットおよび RI ラットの各ステージにおけるエピソード出現頻度
は 0-1 分間の比較的短い持続時間が主に占めていたことから（図 10），RI ラットでは
比較的短時間の覚醒および NREM 睡眠エピソードが増加し，さらに比較的長時間の覚
醒エピソードが増加，また長時間の NREM 睡眠エピソードが減少していたと考えられ
る．そのため，RI ラットの平均 NREM 睡眠持続時間が減少したと考えられ，これらの
結果は脳血管性認知症患者の中途覚醒の増加を反映している事が考えられた．また，各
ステージにおける脳波周波数帯分布の結果から，RI ラットは明暗期共に NREM 睡眠時
の 3-7 Hz の周波数帯領域，つまり δ 波から θ 波にかけて周波数帯占有率の増加を示し，
REM 睡眠時の θ 波領域占有率の低下を示した（図 11B-F）．このことから，RI ラット
で熟眠障害は確認されなかったと言える．RI ラットの脳波周波数帯分布の変化につい
て，同様の結果が Ahmed らから中大脳動脈閉塞モデルラットを用いた実験にて報告が
なされている(41)．また，lipopolysaccharide（LPS）の腹腔内投与モデル(42)やインターロ
イキン-1β や TNF-α などの炎症性サイトカインの脳室内投与モデルにおいて(43, 44)，
NREM睡眠時の δ波領域占有率の増加が報告されている．そのため，RIラットの NREM
睡眠時の δ 波および θ 波領域占有率の増加傾向は，脳虚血によるサイトカインなどの炎
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症関連物質の影響により誘発された可能性がある．以上の結果から，RI ラットでは熟
眠障害を除いた，NREM 睡眠時間の短縮や中途覚醒の増加といった NREM 睡眠の障害
が確認されたと言える．  
また，RI ラットでは明暗期共に REM 睡眠時の θ 波領域占有率の低下を示したことか
ら（図 11C, F），RI ラットは REM 睡眠の質が変化していると考えられ，正常な REM 睡
眠が行われていない可能性が考えられた．REM 睡眠はアセチルコリン作動部位である
中脳および橋（外背側被蓋核、脚橋被蓋核）の REM-ON 細胞の活性化により引き起こ
される(45)．またモノアミン（アドレナリン，セロトニン）作動性部位である青斑核・背
側縫線核の REM-OFF 細胞の活性化や，覚醒の中枢である視床下部オレキシン作動性神
経の GABA を介した投射により REM 睡眠は抑制される(45)．脳各組織の神経活動脳波を
直接的に測定する深部電極を用いた方法では，REM 睡眠時には記憶固定に関与する海
馬の神経細胞から θ 波領域が観察される(46)．RI ラットでは海馬 CA1 領域での神経細胞
死，およびアセチルコリン遊離量の減少から海馬機能が低下しているため(25)，今回の
REM 時のθ波領域占有率の減少はアセチルコリン神経系由来の海馬機能低下に起因す
ることが考えられる．また，今回の RI ラットの睡眠解析結果では観察されなかったが，
脳血管性認知症患者には REM 睡眠時間の減少も報告されており(47)，また認知症患者の
大半を占めるアルツハイマー型認知症患者にも REM 睡眠は減少し(48)，背側縫線核の神
経細胞の減少も認められるという報告もある(49)．これまでの報告にある RI ラットの空
間記憶障害は，海馬特異的な神経細胞死の発現，海馬アセチルコリン遊離量の減少など
に起因するとされていることから，REM 睡眠異常と空間記憶障害との間には何らかの
関係があるのかも知れない．今後，RI ラットにおける REM 睡眠の異常と空間記憶障
害の関係性の解明には更なる検討が必要である． 
今回の実験から RI ラットは熟眠障害を除く，NREM 睡眠時間の短縮および中途覚醒
の増加といった脳血管性認知症に伴う主な睡眠障害を確認することが出来た．従って，
RI ラットは脳血管性認知症を伴う睡眠障害の良いモデル動物になる可能性があること
が示唆された． 
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第 2 章 繰り返し脳虚血ラットの睡眠障害に対する抑肝散の効果 
 現在，認知症患者の睡眠障害に対してベンゾジアゼピン系のような一般的な睡眠治療
薬はふらつきや筋弛緩作用などの副作用が多くみられ，またアルツハイマー型認知症の
治療薬として使用される donepezil にも不眠，悪夢を惹起する場合があるため，未だ認
知症患者の睡眠障害治療薬の満足度は高くない．抑肝酸は認知症患者の周辺症状に有効
との臨床報告がされており，これまでに当研究室では抑肝散（1000 mg/kg）の脳虚血
前後 7 日間投与が RI ラットの空間記憶障害および不安様行動に対して改善効果を示す
ことを報告した(27,33)． 
そこで，本章では第 1 章で脳血管性認知症を伴う睡眠障害モデル動物として可能性が
示唆された RI ラットを用いて，抑肝散の睡眠障害への改善効果を検討した．  
 
第 1 節 RI ラットの覚醒睡眠時間の変化に対する抑肝散の評価 
 抑肝散の RI ラットの睡眠障害に対する効果を評価するために，これまでに RI
ラットの空間記憶障害に対して改善効果を示す donepezil（虚血後 7 日間投与）を対象
薬として使用した．本節ではまず，投与薬物の効果を各ステージの積算時間をもって評
価した． 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
第 1 章，第 1 節，1.1.と同様である． 
 
1.2. 脳虚血モデルの作製手順 
第 1 章，第 1 節，1.2.と同様である． 
 
1.3. 脳虚血の方法 
第 1 章，第 1 節，1.3.と同様である． 
 
1.4.実験装置ならびに実験手続き 
 
1.4.1. 電極取り付け手術手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.1.と同様である．  
 
1.4.2. 脳波測定機器 
第 1 章，第 1 節，1.4.2.と同様である． 
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1.4.3. 脳波解析手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.3 と同様である．  
 
1.4.4. 抑肝散および donepezil の薬効評価方法 
 各ステージ（WAKE，NREM，REM）の積算時間（Total time）を算出し，これら
を溶媒（vehicle）投与群と抑肝散投与群および donepezil 投与群とで比較した． 
 
1.5. 使用薬物と調整及び投与方法 
 抑肝散（ツムラ株式会社 : Lot No. 2060054010）および donepezil（エーザイ株式会
社 : Lot No. 17092101）は，投与用量をそれぞれ 1000 mg/kg，3 mg/kg とし，精製水
に溶解させた．抑肝散は虚血前後 7 日間の計 14 日間，donepezil は虚血後 7 日間，10 
mL/kg の投与容量で 1 日 1 回反復経口投与した．なお，両薬物共に虚血日の投与は虚
血 1 時間後に投与し，それ以外の日は AM10:00 から PM12：00 の間に投与した（図
13）．また抑肝散の 3D-HPLC 法による構成成分は以下の通りである(50)（図 12）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 12 抑肝散の構成成分 
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1.6. 統計処理 
結果は平均値±標準誤差で示した．統計処理には one-way ANOVA，post hoc Dunnett’s 
test を使用した．なお，危険率が 5％以下だった場合を統計学的に有意差が有るものと
みなし，また危険率が 10%以下だった場合を差のある傾向とみなした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13 実験スケジュール 
 
 
2. 実験結果 
  Sham 群および RI+vehicle 投与群，RI+抑肝散, 2w 投与群，RI+donepezil, 1w 投与
群の各ステージの明期・暗期の積算時間を図 14A-C に示した． 
 
2.1. 各ステージにおける Total time の検討 
 抑肝散の虚血前後 7日間投与は脳虚血による明期の覚醒時間の増加およびNREM睡
眠時間の減少を改善した（図 14A, B）．しかしながら，donepezil の虚血後 7 日間投与
は脳虚血による変化に対して影響を示さなかった（図 14A, B）．また REM 睡眠に対し
ては，抑肝散および donepezil の両薬物共に影響を示さなかった（図 14C）． 
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第 2 節 RI ラットの覚醒睡眠サイクルの変化に対する抑肝散の評価 
第 1 節において抑肝散（1000 mg/kg）が RI ラットの覚醒および NREM 睡眠時間の
変化に対して改善効果を示した．そのため，本節では抑肝散の RI ラットの睡眠障害と
して考えられる睡眠持続力の低下や中途覚醒の増加への効果を評価するために，薬物投
与における各ステージの平均持続時間およびエピソード出現頻度を検討した． 
 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
第 1 章，第 1 節，1.1.と同様である． 
 
1.2. 脳虚血モデルの作製手順 
第 1 章，第 1 節，1.2.と同様である． 
 
1.3. 脳虚血の方法 
第 1 章，第 1 節，1.3.と同様である． 
 
1.4.実験装置ならびに実験手続き 
 
1.4.1. 電極取り付け手術手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.1.と同様である．  
 
1.4.2. 脳波測定機器 
第 1 章，第 1 節，1.4.2.と同様である． 
 
1.4.3. 脳波解析手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.3 と同様である．  
 
1.4.4. 抑肝散の薬効評価方法 
 各ステージ（WAKE，NREM，REM）の平均エピソード持続時間（duration），各
エピソードの出現頻度（No. of total episodes）を算出し，これらを溶媒（vehicle）投
与群と抑肝散投与群とで比較した． 
 
1.5. 使用薬物と調整及び投与方法 
抑肝散（ツムラ株式会社 : Lot No. 2060054010）は，投与用量を 1000 mg/kg とし，
精製水に溶解させた．抑肝散は虚血前後 7 日間の計 14 日間，10 mL/kg の投与容量で 1
日 1 回反復経口投与した．なお投与時間帯は第 2 章，第 1 節，1.5.と同様である（図 18）． 
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1.6. 統計処理 
第 2 章，第 1 節，1.6.と同様である． 
 
2. 実験結果 
  Sham 群および RI+vehicle 投与群，RI+抑肝散, 2w 投与群の各ステージの明期・暗
期の平均持続時間とエピソード出現頻度を図 15A-C および図 16A-C に示した． 
 
2.1. 各ステージにおける平均持続時間の検討 
 抑肝散は明暗期ともに覚醒およびNREM睡眠の平均持続時間に対して影響を示さな
かった（図 15A, B）．また抑肝散は脳虚血による暗期の平均 REM 睡眠持続時間の減少
に対して改善効果を示さなかった．（図 15C） 
2.2. 各ステージにおけるエピソード出現頻度の検討 
抑肝散は脳虚血による 1-5 分間持続する NREM 睡眠エピソード出現頻度の減少を明暗
期共に改善した．（図 16B）また抑肝散は覚醒および REM 睡眠の各持続時間帯のエピ
ソード出現頻度に対して，明暗期ともに影響を示さなかった．（図 16A, C） 
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第 3 節 RI ラットの覚醒睡眠周波数帯の変化に対する抑肝散の評価 
本節では抑肝散の脳波周波数帯への影響を検討するために，各ステージの脳波周波数
帯占有率を検討した． 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
第 1 章，第 1 節，1.1.と同様である． 
 
1.2. 脳虚血モデルの作製手順 
第 1 章，第 1 節，1.2.と同様である． 
 
1.3. 脳虚血の方法 
第 1 章，第 1 節，1.3.と同様である． 
 
1.4.実験装置ならびに実験手続き 
 
1.4.1. 電極取り付け手術手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.1.と同様である．  
 
1.4.2. 脳波測定機器 
第 1 章，第 1 節，1.4.2.と同様である． 
 
1.4.3. 脳波解析手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.3 と同様である．  
 
1.4.4. 抑肝散の薬効評価方法 
 各ステージ（WAKE，NREM，REM）の周波数帯分布（EEG power density %）を
それぞれ算出し，これらを溶媒（vehicle）投与群と抑肝散投与群とで比較した． 
 
1.5. 使用薬物と調整及び投与方法 
第 2 章，第 2 節，1.5.と同様である． 
 
1.6. 統計処理 
第 2 章，第 1 節，1.6.と同様である． 
2. 実験結果 
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  Sham 群および RI+vehicle 投与群，RI+抑肝散, 2w 投与群の各ステージの明期・暗
期の周波数帯占有率を図 17A-F に示した． 
 
2.1. 各ステージにおける脳波周波数帯の検討 
 抑肝散は脳虚血による NREM 睡眠時の δ 波（0.5-4 Hz）領域の増加を明暗期ともに
改善する傾向を示したが（図 17B, E），REM 睡眠時の θ 波（4-8 Hz）領域の減少に対し
て明暗期共に改善傾向を示さなかった（図 17C, F）．また抑肝散は覚醒時の脳波周波数
帯には影響を示さなかった（図 17A, D）． 
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第 4 節 RI ラットの睡眠障害に対する抑肝散の脳虚血後 7 日間投与の効果検討 
これまでに抑肝散の脳虚血前後 7 日間投与により，RI ラットの睡眠障害に対して改
善効果が認められた．本節では脳血管性認知症の睡眠障害に対する治療効果の確認を目
的として，RIラットの睡眠障害に対する抑肝散の脳虚血後7日間投与の検討を行った． 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
第 1 章，第 1 節，1.1.と同様である． 
 
1.2. 脳虚血モデルの作製手順 
第 1 章，第 1 節，1.2.と同様である． 
 
1.3. 脳虚血の方法 
第 1 章，第 1 節，1.3.と同様である． 
 
1.4.実験装置ならびに実験手続き 
 
1.4.1. 電極取り付け手術手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.1.と同様である．  
 
1.4.2. 脳波測定機器 
第 1 章，第 1 節，1.4.2.と同様である． 
 
1.4.3. 脳波解析手順 
第 1 章，第 1 節，1.4.3 と同様である．  
 
1.4.4. 抑肝散の薬効評価方法 
 各ステージ（WAKE，NREM，REM）の積算時間（Total time）を算出し，これら
を溶媒（vehicle）投与群と抑肝散投与群とで比較した． 
 
 
1.5. 使用薬物と調整及び投与方法 
抑肝散（ツムラ株式会社 : Lot No. 2060054010）は投与用量を 1000 mg/kg とし，
精製水に溶解させ，虚血後 7日間，10 mL/kgの投与容量で 1日 1回反復経口投与した．
なお投与時間帯は第 2 章，第 1 節，1.5.と同様に行った（図 18）． 
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図 18 実験スケジュール 
 
1.6. 統計処理 
第 2 章，第 1 節，1.6.と同様である． 
 
2. 実験結果 
  Sham 群および RI+vehicle 投与群，RI+抑肝散, 1w 投与群の各ステージの明期・暗
期の積算時間を図 17A-C に示した． 
 
2.1. 各ステージにおける Total time の検討 
 抑肝散の虚血後 7 日間投与は脳虚血による明期の覚醒時間の増加を改善したが，明期
の NREM 睡眠時間の減少に対しては改善効果を示さなかった（図 19A, B）．また暗期
の覚醒および NREM 睡眠時間に対して抑肝散は影響を示さなかった（図 19A, B）．同
様に REM 睡眠に対しても，抑肝散の虚血後 7 日間投与は明暗期ともに影響を示さなか
った（図 19C）． 
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考察 
 
 本章では第 1 章により脳血管性認知症を伴う睡眠障害モデル動物として確立された
RI ラットを用いて，漢方方剤である抑肝散の睡眠障害に対する改善効果について検討
を行った． 
第 1 節では RIラットを用いて抑肝散を脳虚血前後 7 日間投与およびその対照薬とし
て donepezil を脳虚血後 7 日間投与し，RI ラットの睡眠障害に対する改善効果を各ス
テージの積算時間を算出して検討を行った．抑肝散の脳虚血前後 7 日間投与によって，
RI ラットの明期における覚醒時間の増加および NREM 睡眠時間の減少を有意に改善
することを示した（図 14A, B）．さらに第 2 節において，RI ラットの明暗期における
比較的長時間（1-5 分間持続）の NREM 睡眠のエピソード出現頻度の減少を有意に改
善することを示した．また覚醒および NREM 睡眠の平均持続時間の結果に対しても，
3 群間において有意な変化を示さなかったものの，RI ラットの明暗期における平均
NREM 睡眠持続時間の減少傾向に対して，抑肝散は明暗期共に改善傾向を示した（図
15B）．これらの事から，抑肝散による RI ラットの覚醒時間増加および NREM 睡眠時
間減少に対する改善効果は，脳虚血により短縮した NREM 睡眠を延長させることによ
り改善したと考えられる．この特徴は一般的な睡眠薬が有する催眠作用としてではなく，
障害された睡眠の正常化もしくは睡眠延長作用と考えられる．それを示唆する結果とし
て．当研究室で以前に，抑肝散は正常ラットにおいて催眠作用を示さず，RI ラットの
pentobarbital による睡眠誘発実験において正向反射消失時間の延長を示している (e.g. 
Nogami A, 2008, unpublished data)．また Shinno らの臨床報告によれば睡眠障害を伴
う認知症患者に対して，抑肝酸（1 日 7.5 g 分 3）4 週間の服用により総睡眠時間が増加，
中途覚醒回数が減少し，睡眠の質が改善したとある(32)．従って，今回抑肝散は臨床報告
と同様に，NREM 睡眠時間を延長することによって，RI ラットの睡眠障害を改善する
ことが明らかとなった．  
 また donepezil 投与によって RI ラットの覚醒および NREM 睡眠，REM 睡眠の積算
時間は変化を示さず（図 14），臨床で報告されているような donepezil の睡眠に対する
影響は観察されなかった．Morase らによれば donepezil を 3-6 ヵ月服用した認知症患
者では REM 睡眠の増加や REM 睡眠時の脳波異常が発現するとの臨床報告があり(51)，
また Kamei らによれば donepezil 3mg/kg を 1 週間投与した正常ラットでは，最終投与
から 3 時間後に覚醒時間が増加、NREM 睡眠が減少し，NREM 睡眠時のδ波の占有率
が減少したと報告している(52)．我々は以前に donepezil 3mg/kg または 10mg/kg で RI
ラットの空間認知障害を改善させる事を確認しているため(53)，今回は低いドネペジルの
用量で検討を行った．従って，投与してからの測定期間や投与用量の違いが影響するの
かもしれない．  
第 3 節おいて各ステージにおける脳波周波数帯分布の結果から，抑肝散は RI ラット
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のNREM睡眠時における δ波領域占有率の増加を改善する傾向にあった（図 17B, E）．
第 1 章において，RI ラットの NREM 睡眠時における δ 波領域占有率の増加は，脳虚血
によって誘発されたサイトカインなどの炎症関連物質の影響による可能性が考えられ
た．従ってこの結果は，抑肝散が脳虚血による炎症性反応を抑制した事よるものかも知
れない．また抑肝散は RI ラットの REM 睡眠における平均持続時間の減少や θ 波領域
占有率の減少など，REM 睡眠の変化に対して改善傾向を示さなかった（図 17C, F）．
第 1 章において RI ラットの平均 REM 睡眠持続時間の有意な減少は確認できなかった
ものの，REM 睡眠時の θ 波領域占有率の減少は今回の結果と一致しているため，RI
ラットにおいて REM 睡眠は変化しているものと考えられる．REM 睡眠はアセチルコ
リン作動部位である，中脳および橋の REM-ON 細胞の活性化により引き起こされるた
め(45)，REM 睡眠の変化はアセチルコリン神経系が脳虚血により障害されたためと考え
られた．しかしこれまでの我々の報告によれば，RI ラットは背側海馬においてセチル
コリンの遊離が低下し，抑肝散は脳虚血によるアセチルコリン遊離の低下を改善するこ
とを報告している(33)．そのため，RI ラットの REM 睡眠の変化はアセチルコリン神経
系とは異なる神経系が関与する事によって，引き起こされたのかも知れない． 
 さらに第 4 節において，これまでに改善効果が認められた抑肝散の脳血管性認知症の
睡眠障害に対する予防効果だけではなく，治療に対する効果の確認を目的として，RI
ラットの睡眠障害に対する抑肝散の脳虚血後 7 日間投与の効果を検討した．しかしなが
ら，抑肝散の脳虚血後 7 日間投与は RI ラットの覚醒時間の増加に対しては改善効果を
示したが，NREM 睡眠時間の減少に対しては改善効果を示さなかった（図 19A, B）．
RI ラットの NREM 睡眠時間の減少に対して有意な改善が認められなかったことから，
抑肝散の脳虚血後のみの投与は脳虚血前後投与よりも睡眠障害の治療効果が不十分で
あったと考えられる．脳虚血時にはグルタミン酸の一過性過剰遊離を起点とした，
NMDA 受容体を介する細胞内 Ca2+依存性のリン酸化反応によって即時的に生じるネ
クローシスと(54)，RI のような比較的強い虚血侵襲では AMPA/KA 受容体を介した
アポトーシスが続いて生じ(26)，結果として神経細胞死が引き起こるとされる．当研
究室においても，RI ラットの脳虚血後 24 時間以内の海馬において，グルタミン酸の一
過性過剰遊離によって AMPA 受容体を構成する GluR1 と GluR2 比率が変化し，Ca2+
の流入を起点としたアポトーシスの誘導を引き起こすことを確認している (55)．また
Kawakami らの報告によれば，抑肝散はアストロサイトのグルタミン酸トランスポー
ターである（GLAST と GLT-1）を活性化することで，細胞外液中のグルタミン酸濃度
の上昇を是正し，神経細胞死を抑制する(56)．これらの事から，抑肝散の脳虚血前後投与
は脳虚血直後のグルタミン酸過剰遊離による神経毒性に対して保護的に働くことによ
り，脳虚血後投与よりも RI ラットの睡眠障害に対してより効果的な作用を示した可能
性が考えられる．しかしながら，臨床において抑肝散に認知症患者の睡眠障害に対して
効果が認められていることから，さらなる投与期間の延長によって RI ラットの睡眠障
40 
 
害に対する治療効果が確認できる可能性がある． 
 以上の結果から，抑肝散の脳虚血前後 7 日間投与は RI ラットの睡眠障害に対して，
NREM 睡眠を延長させることによって，より効果的に睡眠障害を改善することが明ら
かとなった． 
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第 3 章 抑肝散の繰り返し脳虚血ラットにおける睡眠障害改善 
メカニズムの検討 
 第 2 章において，抑肝散に RI ラットの睡眠障害に対する改善効果が認められた．抑
肝散の睡眠障害作用に対する詳しいメカニズムは不明なため，本章では抑肝散の RI ラ
ットにおける睡眠障害改善メカ二ズムを検討した． 
 
第 1 節 RT-PCR 法を用いた覚醒睡眠調節物質の検討 
 覚醒と睡眠の調節には脳視床下部にある 2 つの中心となる部位が存在し，覚醒中枢で
ある結節乳頭核（tuberomammillary nucleus: TMN）と睡眠中枢の腹側外側視索前野
（ventrolateral preoptic area: VLPO）である(57, 58)．覚醒はオレキシン神経系が投射し
ているヒスタミン神経系の TMN が活性し，大脳皮質のヒスタミン H1受容体を介して
誘発される(57)．睡眠の誘発には GABA，ガラニン系の VLPO 神経系が活性化し，TMN
の活動を抑制する事で引き起こされる(58)．また脳脊髄液中のプロスタグランジン（PG）
E2は TMN に存在する EP4 受容体を活性化して覚醒を誘発させ(59)，PGD2はクモ膜付
近に存在する DP 受容体を刺激して睡眠を誘発させる(60)．そのため，本節では視床下部
におけるオレキシンの前駆物質である prepro-orexin および前頭前皮質における H1受
容体の mRNA 発現量を，また視床下部および前頭前皮質における EP4 と DP 受容体の
mRNA 発現量を検討した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 20  睡眠覚醒の調節機構 
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1. 実験材料ならびに実験方法 
 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
第 1 章，第 1 節，1.1.と同様である． 
 
1.2. 脳虚血モデルの作製手順 
第 2 章，第 1 節，1.2.と同様である． 
 
1.3. 脳虚血の方法 
第 2 章，第 1 節，1.3.と同様である． 
 
1.4. 実験装置ならびに実験手続き 
 
1.4.1. RT-PCR 法 
 
1.4.1.1. 脳組織の摘出 
＜使用試薬＞ 
・ TRIzol® Reagent (Invitrogen) 
 
＜実験手続き＞ 
脳虚血後 8 日目の AM 11:00-PM 1:00 間でラットの脳を摘出し、速やかに皮質、視床
下部を分画した．それぞれの組織に TRIzol® Reagent 1 mL を加え、ホモジナイズした．
なお，ラットの脳サンプリングまでの実験スケジュールを図に示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 20 実験スケジュール 
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1.4.1.2. RNA 抽出 
＜使用試薬＞ 
・ クロロホルム 
・ イソプロパノール 
・ 75%エタノール 
・ RNase Free 蒸留水 
RNase Free蒸留水はRNase Freeのガラスボトルに水を入れ，diethylpyrocarbonate 
(DEPC) を最終濃度 0.01% (v/v) になるように加えて調整した．一晩静置した後，オー
トクレーブをかけた． 
 
＜実験手続き＞ 
 ホモジナイズしたサンプルを室温下で 5 分間静置した後，0.2mL クロロホルムを加
えて手で力強く振って攪拌した．室温下で 2-3 分間静置した後，遠心分離（12,000×g, 
15 min, 4℃）を行い，上層の水層を別の新しいチューブに移した．次に 0.5 mL イソプ
ロパノールを加え，室温下で 5-10 分間静置した後に遠心分離（12,000×g, 10 min, 4℃）
を行い，上清を除去した．チューブ底の沈殿物に 1mL 75%エタノールを加え，さらに
遠心分離（12,000×g, 10 min, 4℃）を行い，上清を除去した．沈殿物を乾燥させた後，
RNase Free 蒸留水を加えて RNA を溶解させた． 
 
1.4.1.3. RNA 電気泳動 
＜使用試薬＞ 
・10×MOPS buffer 
0.2 M   MOPS (3- (N-morpholino) propanesulfonic acid) 
50 mM  Na acetate 3H2O 
10 mM  EDTA 2Na 2H2O 
・1×gel-running buffer (1×MOPS buffer) 
10×MOPS buffer   40 mL 
distilled H2O     360 mL 
total          400 mL 
・Agarose 
・Formaldehyde 
・Formamide 
・EtBr (ethidium bromide) (400 µg/mL) 
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・6×Dye 
0.25%  bromophenol blue 
0.25%   xylene cyanol FF 
30%  glycerol 
・RNase Free 蒸留水 
・RNA gel loading buffer   
1 sample  stock 
Formamide         5 µL  500 µL 
Formaldehyde 1 µL  100 µL 
10x MOPS buffer 1 µL  100 µL 
EtBr (400 µg/ml) 1 µL  100 µL 
6×Dye  2 µL  200 µL 
total        10 µL      1000 µL 
 
 
＜実験手続き＞ 
①ゲルの作製 
  Agarose             0.5 mL 
  dH2O                40 mL 
   10×MOPS buffer    5 mL 
   Formaldehyde         5 mL 
 
 Agarose と蒸留水をガラス容器に入れて，電子レンジで加熱して溶解させた．約 60℃
まで冷えた後，10×MOPS buffer と formaldehyde を加えてよく攪拌し，ゲル作製ト
レイに流し込んだ．室温下で約 30 分間静置して固め，ゲルを作製した． 
 
②RNA サンプル調整 
  RNA                         1 µL 
   RNA gel loading buffer       10 µL 
  total                        11 µL 
 混合させ 10 分間 55℃でインキュベートし，5 分間氷上で静置させた． 
 
③電気泳動 
100V，20-30 分間ほどで電気泳動を行った．泳動後に UV トランスイルミネーター
上で確認した． 
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1.4.1.4. RNA 濃度測定 
＜実験手続き＞ 
①RNA solutionの 100倍希釈液を作製した．(1 µL RNA solution ＋99 µL RNase Free
蒸留水) 
②紫外可視分光光度計 (Pharmacia Biotech : GeneQuantⅡ) で吸光度を測定した． 
③以下の式に基づき濃度計算を行った． 
 RNA 濃度 (µg/mL) = 吸光度×40×100 
 
1.4.1.5. DNase 処理 
＜使用試薬＞ 
・TURBO DNA-free Kit (Ambion) 
   10×TURBO DNase Buffer 
     TURBO DNase 
     DNase Inactivation Reagent 
・RNase Free 蒸留水 
 
＜実験手続き＞ 
 RNA solution 50 µL に 10×TURBO DNase Buffer 5 µL と TURBO DNase 1 µL を
加え，穏やかに混和させた．37℃で 20-30 分間インキュベートし，resuspended DNase 
inactivation Reagent 5µL を加え，よく混和させた．室温下で 5 分間インキュベート
（時々混和）させ，遠心分離（10,000×g, 1.5 min）して上清を新しいチューブに移し
た．DNase 処理後，濃度を 1 µg/µL に調整したサンプルを作製した． 
 
1.4.1.6. 逆転写反応 
＜使用試薬＞ 
・ReverTra Ace® qPCR RT Kit (TOYOBO) 
5×RT Buffer (Reaction Buffer + MgCl2 + dNTPs)   
Enzyme Mix (ReverTra Ace® + RNase inhibitor) 
Primer Mix (Random Primer + Oligo (dT) Primer)    
Nuclease-free Water    
・TE 
    10 mM    Tris-HCl  (pH=8)  
    1 mM     EDTA   (pH=8) 
・RNase Free 蒸留水 
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＜実験手続き＞ 
①RNA 変性 
 RNAを 65℃で 5分間インキュベートし，氷上で急冷させた．（この処理を行う際は，
5×RT Buffer や RT Enzyme Mix は添加しない．） 
 
②反応液の調整 
反応液組成 
  Nuclease-free Water   6 µL 
   5×RT Buffer       2 µL 
   RT Enzyme Mix     0.5 µL 
   Primer Mix         0.5 µL 
   RNA                 1 µg 
   total               10 µL 
 
③逆転写反応 
 37℃で 15 分間インキュベートし，逆転写反応を行った．その後に 98℃で 5 分間イン
キュベートし，酵素失活反応を行った．反応終了後に氷上で急冷させた．TE を 40 µL
加えて全量 50 µLの cDNA solution を作製した． 
 
 
1.4.1.7. リアルタイム PCR 法 
＜使用試薬＞ 
・THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix (TOYOBO)  
   THUNDERBIRD SYBR® qPCR Mix  
50×ROX reference dye   
・RNase Free 蒸留水 
・primer  (Loading control として GAPDH を用いた) 
    Prepro-orexin (191 bp) 
Prepro-orexin-F (19 mer) 5′-CTCTGCCCGACTGCTGTCG-3′ 
Prepro-orexin-R (18 mer) 5′-GCCCATGGTCAGGATGCC-3′ 
    H1 receptor (133 bp) 
      H1 receptor-F (21 mer) 5′-CATCTTCTTCATGGTCATTGC-3′ 
   H1 receptor-R (19 mer) 5′-CTTGAAGTTCTCGTTGCAC-3′; 
   EP4 receptor (173 bp) 
      EP4 receptor-F (22 mer) 5′-GAGATCCAGATGGTCATCTTAC-3′ 
      EP4 receptor-R (20 mer) 5′-AGGATGGGGTTCACAGAAGC-3′ 
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10 min 30 sec
30 sec
1 min
1 min
30 sec
5 min
95℃
60℃
72℃
95℃ 95℃
55℃
25℃
1 cycle 40 cycle 81 cycle1 cycle 1 cycle
   DP receptor (193 bp) 
      DP receptor-F (23 mer) 5′-GCGCCCAGTCAGGCTCAGACTAC-3′ 
      DP receptor-R (20 mer) 5′-CGCAAGGCTTGGAGGTCTTC-3′; 
   GAPDH (158 bp)        
GAPDH-F (21 mer) 5′-GCTGCCAAGGCTGTGGGCAAG-3′ 
GAPDH-R (18 mer) 5′-GCCTGCTTCACCACCTTC-3′ 
 
＜実験手続き＞ 
①試薬調整 (15 µL 反応の場合) 
滅菌水          5.6 µL 
<THUNDERBIRDTM> 
SYBR® qPCR Mix          7.5 µL 
Forward Primer           0.45 µL 
Reverse Primer            0.45 µL 
cDNA solution               1 µL   
total             15 µL  
 
 
②PCR 法 
 リアルタイム定量 PCR システム（Mxpro : Agilent Technologies）を用いて PCR 増
幅過程を観察した．PCR 温度条件を以下のように設定し，指数関数的に増幅が行われ
る時点での各サンプルのサイクル数を解析した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 21 PCR時の設定条件 
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③mRNA 発現量解析 
 Sham 群に対する各々の mRNA 発現率（%）を以下の式に基づき算出した． 
F (x) = 100×2 (sham のサイクル数-sample のサイクル数) 
 
1.5. 使用薬物と調整及び投与方法 
第 2 章，第 2 節，1.5.と同様である． 
 
1.6. 統計処理 
第 2 章，第 1 節，1.6.と同様である． 
 
2. 実験結果 
  Sham 群および RI+vehicle 投与群，RI+抑肝散, 2w 投与群の視床下部および前頭前
皮質における prepro-orexinおよびH1, EP4, DP receptor mRNAの発現量を図 21A -D
に示した． 
 
2.1. 視床下部および前頭前皮質における各 mRNA 発現量の検討 
 脳虚血により視床下部の prepro-orexin mRNA 発現，前頭前皮質におけるヒスタミ
ン H1 受容体 mRNA 発現に変化はなかったが（図 21A, B），EP4 mRNA 発現量は脳
虚血により視床下部および前頭前皮質共に有意に増加し，DP mRNA 発現量は前頭前皮
質で有意に増加した．（図 21C, D）また抑肝散は視床下部の propre-orexin，前頭前皮
質の H1受容体 mRNA 発現に影響を与えなかったが（図 21A, B），脳虚血による前頭
前皮質の EP4 および DP mRNA 発現量の増加を有意に抑制した（図 21C, D）． 
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第 2 節 脳虚血による前頭前皮質の神経細胞死の検討 
 
 第 1 節において，RI ラットの前頭前皮質 EP4 および DP 受容体 mRNA 発現量が有
意に増加し，抑肝散投与によって顕著な抑制効果が観察された．これまでに RI ラット
の海馬 CA1 領域にて，組織形態を観察する Hematoxylin-Eosin (H&E) 染色法および
アポトーシスによって誘発されるDNA断片化を検出するTUNEL染色法により神経細
胞死が確認されているため(26, 33)，前頭前皮質においても脳虚血により神経細胞死が誘
発されている可能性が示唆された．そのため，本節では前頭前皮質における神経細胞死
を H&E染色法により，アポトーシスの最終実行因子である casepase-3 mRNA 発現量
を RT-PCR 法により検討し，また抑肝散の前頭前皮質における神経細胞に対する効果
について検討した． 
 
1. 実験材料ならびに実験方法 
 
1.1. 実験動物ならびに飼育方法 
第 1 章，第 1 節，1.1.と同様である． 
 
1.2. 脳虚血モデルの作製手順 
第 2 章，第 1 節，1.2.と同様である． 
 
1.3. 脳虚血の方法 
第 2 章，第 1 節，1.3.と同様である． 
 
1.4. 実験装置ならびに実験手続き 
 
1.4.1. 組織標本作製手順 
 
1.4.1.1. 使用試薬と調整・投与方法 
＜ヘパリン加生理食塩水＞ 
 生理食塩水（0.9％w/v） 
 ヘパリン 10 単位/mL 
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＜10× Phosphate buffer (PBS)  2 L（stock solution）＞ 
 塩化ナトリウム           160 g 
      塩化カリウム             4 g 
      リン酸水素二ナトリウム十二水和物  72.6 g 
   リン酸二水素カリウム        4.8 g 
      6N 塩酸              適量 
4 種の塩を混合し，約 1800 mL に溶解後，塩酸あるいは水酸化ナトリウムで pH を 7.4
にし，2L にメスアップした． 
 
＜4％Paraformaldehyde (PFA)液＞ 
 Paraformaldehyde (Wako)    80g 
 10× Phosphate buffer（pH＝7.4） 20 mL 
 蒸留水            1980 mL 
温浴中でスターラーを用いて撹拌しながら溶解した． 
 
1.4.1.2. 脳潅流固定 
ラットを pentobarbital sodium 50 mg/kg の i.p.による麻酔下で開腹し，腹腔側より
横隔膜を開いたのちに肺を摘出し，前胸壁を正中切開し，心嚢を開いて心室を露出させ
た．生理食塩水を滴下させた状態の灌流針を心尖部より挿入し，挿入部を鉗子にて固定
した．さらに，左心室を切断し，灌流液の流出路を確保した．最初，ヘパリンを加えた
生理食塩水を数分間流し左心室からの出血が淡色化してきたのを確認した後，ホルマリ
ン緩衝液に切り換え約 20 分間流した．この間，流水を左心室切断部に随時少量掛け続
けて血液凝固を防いだ．灌流固定終了後，灌流針を抜き断頭し脳を摘出し，取り出した
脳はテフロンパックに入れ 10％ホルマリン緩衝液中で保存した． 
 
1.4.1.3. パラフィン包埋と脳組織切片作製 
灌流固定済みの標本をユニ・カセット（サクラ精機）に入るように，必要な部分をス
ライスしカセットに入れた．この標本を自動固定包埋装置（サクラ精機）で脱水し，有
機溶媒によく馴染ませて脱脂し，パラフィン（パラフィンワックス 57; サクラ精機）を
浸透させて，Tissue Tech 包埋システムを用いてパラフィンブロックを作製した．氷で
冷やしたパラフィンブロックからミクロトーム（1512，Leitz）を用いて，厚さ 5 µm
の切片を作製しスライドガラス（APS コート付水縁磨フロスト，S8215，MATUNAMI）
にのせて，パラフィン伸展器（HISTOPLATE，Leica）上でしわを伸ばし一晩静置し
た．なお，前頭前皮質の切片部位はおよそ（AP: +3.2, L: ±0.8）の位置で作製した． 
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1.4.2. H&E 染色 
1.4.2.1 H&E 染色法の原理 
 ヘマトキシリン自体は無色ないし淡黄色で，まず酸化剤を用いて赤色のヘマテインに
する．しかし，ヘマテインには生体構成成分と強く結合できる様な官能基がないため媒
染剤を添加して色ラックとする．この色ラックは正（＋）に帯電しているため，組織内
の負（−）に帯電している部分（リン酸基やカルボキシル基を多く含む部分：細胞核な
ど）に結合し，青紫色に染める． 
 エオジンは酸性色素であり，水溶性中では負（−）に帯電している．よって，組織中
の正（＋）に帯電している部分（細胞質，繊維，赤血球などの組織構成成分）に結合し，
それぞれの性質に応じ濃淡各種の赤色に染める．さらに，酢酸などの酸を少量加えると
組織構成成分がより正（＋）に帯電し，負（−）のエオジンが結合しやすくなる．これ
らを利用して，細胞核を青紫色に，組織を赤色に染める方法である． 
 
1.4.2.2. 使用試薬と調整 
＜Mayer Hematoxylin 液（武藤化学）＞ 
＜Eosin 液（1%アルコール・エオジン保存液）＞ 
・EosinY               1 g 
・蒸留水              20 mL 
・95％エタノール（溶解後に加えた） 80 mL 
使用する際は 80%エタノールで 10 倍希釈して 0.1%液とし, 100 mL 当たりに酢酸を 0.5 
mL (1-2 滴)加えた． 
 
1.4.2.3. 染色手順 
 染色手順を図 23 に示した． 
 
1.4.3. RT-PCR 法 
第 3 章，第 1 節，1.4.1.と同様である． 
但し，primer には caspase-3 を用い，loading control として GAPDH を用いた． 
 Caspase-3 (196 bp) 
   Caspase-3-F (22 mer) 5′-CCGTGGATTCAAAATCCATTAA-3′ 
     Caspase-3-R (20 mer) 5′-GCTGCATCGACATCGGTACC-3′ 
  GAPDH (158 bp)        
GAPDH-F (21 mer) 5′-GCTGCCAAGGCTGTGGGCAAG-3′ 
GAPDH-R (18 mer) 5′-GCCTGCTTCACCACCTTC-3′ 
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1.5. 使用薬物と調整及び投与方法 
第 3 章，第 1 節，1.5.と同様に行った． 
 
1.6. 統計処理 
第 2 章，第 1 節，1.6.と同様である． 
 
2. 実験結果 
Sham群およびRI+vehicle投与群，RI+抑肝散, 2w投与群の前頭前皮質におけるH&E
染色画像を図 24 に示し，前頭前皮質における caspase-3 mRNA の発現量を図 25 に示
した． 
 
2.1 前頭前皮質のおける神経細胞死の検討 
 RI 群の前頭前皮質における神経細胞は，sham 群と比較して神経細胞の脱落や空包化，
核の濃縮が認められた．また抑肝散投与は脳虚血による神経細胞および核の形態変化を
抑制し，神経細胞の保持が確認された．（図 24） 
 
2.2 前頭前皮質における caspase-3 mRNA 発現量の検討 
脳虚血により前頭前皮質の caspase-3 mRNA 発現量は有意に増加し，抑肝散はその
caspase-3 mRNA 発現量の増加を有意に抑制した（図 25）． 
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考察 
 
 第 2 章において抑肝散の投与により RIラットの睡眠障害に対して有意な改善効果が
認められたことから，本章ではその作用メカニズムの検討を行った．第 1 節では脳虚血
による覚醒睡眠調節タンパク質の mRNA 発現変化に着目して検討を行った．RI ラット
において視床下部における prepro-orexin および前頭前皮質におけるヒスタミン H1 受
容体の mRNA 発現の変化は認められず，EP4 受容体 mRNA 発現量が視床下部および
前頭前皮質において有意に増加し，DP 受容体 mRNA 発現量が前頭前皮質において有
意に増加した（図 22）．オレキシンは 1998 年に同定された新規タンパク質であり(61)，
オレキシン A, B の 2 種類が存在し，そのどちらも前駆体である prepro-orexin から切
り出されて生成される．オレキシンを生産する神経細胞体は視床下部に限局し，小脳を
除いた中枢神経系全域に投射しており，特に脳幹のモノアミン作動性神経起始核の青斑
核やコリン作動性神経起始核の外背側被蓋核および脚橋被蓋核，視床下部の TMN など
覚醒睡眠機構に関与する部位に強く投射しているため(62, 63)，オレキシンは覚醒維持に
おいて重要な調節因子である(64)．またヒスタミン神経系は覚醒中枢の TMN を起始部と
し，脳内の大脳皮質など様々な部位に投射し，ヒスタミン神経系が活性すると H1受容
体を介して覚醒が引き起こされる．ヒスタミンは覚醒睡眠時に対応する細胞外濃度の変
動率が神経伝達物質の中で最も高いため，覚醒に重要な神経伝達物質と言える．またプ
ロスタグランジン類は生体膜の主要な構成成分であるアラキドン酸から生成され，発痛
の増強や発熱，血小板凝集抑制など様々な作用を持つが，近年の研究において PGE2
および PGD2が強力な内因性の覚醒睡眠物質として示されるようになった．脳脊髄液中
の PGE2は TMN に存在する EP4 受容体を活性化して覚醒を誘発させ(59)，PGD2はク
モ膜付近に存在する DP 受容体を刺激して睡眠が誘発することが明らかとなっている
(60)．今回の結果から，脳虚血により視床下部 EP4 mRNA 発現量が増加したものの（図
22C），各作動部位における prepro-orexinおよび H1, DP mRNA 発現量の顕著な変動
が観察されなかったことから（図 22A, B, D），RI ラットの睡眠障害にオレキシン神経
およびヒスタミン神経系を介した覚醒睡眠機構への直接的な関与が低いことが示唆さ
れた．そのため，RI ラットの睡眠障害には前頭前皮質における EP4，DP受容体 mRNA
発現量の増加が関与していることが考えられた．PGE2や PGD2などのプロスタグラン
ジン系はサイトカインなどにより炎症時に誘導されるシクロオキシゲナーゼ（COX-2）
によって生成される事は周知の事実であり，脳虚血時には PGE2の生成により EP4 受
容体が増加する事が報告されている(65, 66)．そのため，RI ラットの前頭前皮質における
EP4 および DP 受容体 mRNA 発現量の増加は，脳虚血由来の炎症反応により前頭前皮
質や脳脊髄液中で PGE2および PGD2の遊離が増加している可能性が考えられた．また
免疫細胞から放出される炎症性サイトカインに対しても覚醒睡眠機構を誘導調節する
作用があることが報告されており，IL-10(67)や IL-13(68)などは覚醒を促し，IL-1β(69)や
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TNF-α(44)などは NREM 睡眠が増加する．またそれとは逆に，断眠した動物の脳脊髄液
中において PGE2や PGD2，IL-1β，IL-6 が増加すると言った報告もある(70-73)．従って，
RI ラットの睡眠障害は覚醒睡眠中枢の直接的なシグナルの関与ではなく，脳虚血時の
種々の炎症反応により覚醒睡眠機構バランスが崩壊したことで引き起こされたと考え
られる．またそれに対して，抑肝散は脳虚血により増加した EP4 および DP mRNA 発
現を有意に抑制することが明らかとなった（図 22C, D）．我々の以前の報告では，抑肝
散の投与により RI ラットの海馬 CA1 領域における神経細胞体の脱落を抑制し，アポト
ーシスの最終実行因子である capase-3 タンパク量も減少させることが明らかとなって
いる(33)．従って，今回の結果から抑肝酸は脳虚血による前頭前皮質の PGE2，PGD2が
関与する炎症反応を脳保護的に抑制して，RI ラットの睡眠障害を改善したと考えられ
る． 
第 1 節の結果から前頭前皮質においても脳虚血により神経細胞死が誘発されている
可能性が示唆されたため，第 2 節において RI ラットの前頭前皮質における神経細胞死
の確認と，それに対する抑肝散の保護効果を H&E 染色法による神経細胞の形態および
caspase-3 mRNA 発現量をもって検討した．脳虚血処置により前頭前皮質の神経細胞体
の空包化および核の濃縮が観察され（図 23），海馬 CA1 領域だけでなく前頭前皮質に
おいても神経細胞死が確認された．また同部位における caspase-3 の mRNA 発現量増
加も認められたため（図 24），RI ラットの前頭前皮質の神経細胞死は脳虚血によるア
ポトーシスにより引き起こされたと考えられる．また抑肝散の投与により前頭前皮質の
神経細胞死および caspase-3 の mRNA発現量増加を抑制した（図 23, 24）．抑肝散はア
ストロサイトの GLAST と GLT-1 の活性化により，細胞外液中のグルタミン酸濃度の
上昇を是正して神経細胞死を抑制することから(56)，海馬 CA1 領域と同様に前頭前皮質
の神経細胞に対して脳虚血による細胞毒性から保護し，アポトーシスによる神経細胞死
を抑制したと考えられる．従って，RI ラットの前頭前皮質における EP4 および DP 
mRNA 発現量の増加は脳虚血時のアポトーシスによる神経細胞死に伴う炎症反応によ
って引き起こされ，抑肝散は脳虚血に対して保護的に作用したと考えられる． 
 また抑肝散の RI ラットにおける睡眠障害への効果には別のメカニズム経路の可能性
が考えられる．我々は抑肝散の投与が RI ラットの高架式十字迷路および明暗箱試験に
よる不安様行動を改善し(27)，正常マウスにおけるセロトニン（5-HT）2A 選択的作動薬
である DOI誘発の首振り行動も改善したことも報告している(74)．抑肝酸は 5-HT1A 受
容体刺激作用(75)や 5-HT2A 受容体のダウンレギュレーション作用を有する事が分かっ
ており(74)，また 5-TH2A/2C アンタゴニスト作用を持つ trazodone は臨床において
NREM 睡眠時間の延長作用がある事が報告されている(76)．従って，今回の抑肝散によ
る RI ラットの睡眠障害改善効果は，5-HT 神経系を介した抗不安効果が間接的に関与
した可能性も考えられる． 
 今回の結果から，抑肝散は脳虚血による神経細胞死を伴う炎症性反応に対して保護効
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果を示したことで，RI ラットの中途覚醒の増加といった NREM 睡眠障害を改善したと
考えられる．従って，抑肝酸は脳血管性認知症患者の睡眠症害に対して，安全性の高い
新たな治療薬になり得る可能性がある．  
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図 26 脳虚血ラットの睡眠障害誘発メカニズム仮説 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 27 抑肝散の脳虚血ラットの睡眠障害に対する改善メカニズム仮説 
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総括 
 
 脳血管性認知症患者の睡眠障害は薬物治療において満足度は低く，未だその適切なモ
デル動物も存在していないという観点から，本研究では脳血管性認知症を伴う睡眠障害
のモデル動物の確立を目的として実験を行った．そしてさらに漢方方剤の抑肝散は臨床
において認知症の周辺症状に対して比較的安全かつ効果的とされるが，その作用機序は
不明であるため，脳血管性認知症を伴う睡眠障害のモデル動物に有効であるか，またそ
の作用機序はどの様なものであるか探るべく検討を行った．第 1 章では繰り返し脳虚血
ラットの睡眠障害の検討を行い，第 2 章では繰り返し脳虚血ラットの睡眠障害に対する
抑肝散の効果を検討した．また，続く第 3 章では，抑肝散の繰り返し脳虚血ラットにお
ける睡眠障害改善メカニズムについて検討を行った． 
 
1. 繰り返し脳虚血ラットの睡眠障害の検討 
RI ラットにおいて，明期の覚醒時間の増加および NREM 睡眠時間の減少を示し，平
均 NREM 睡眠持続時間の減少や比較的短時間（0-1 分間）持続する覚醒および NREM
睡眠エピソードの顕著な増加を示した．また脳波周波数帯の結果からは熟眠障害の指標
である NREM 睡眠のδ波領域占有率の低下は観察されなかった．これらの結果から，
RI ラットでは熟眠障害を除く，夜間における NREM 睡眠時間の短縮および中途覚醒の
増加といった脳血管性認知症に伴う主な睡眠障害が確認された．従って，RI ラットは
脳血管性認知症を伴う睡眠障害の良いモデル動物になる可能性があることが示された． 
 
2. 繰り返し脳虚血ラットの睡眠障害に対する抑肝散の効果 
 抑肝散の脳虚血前後 7 日間投与によって，RI ラットの明期における覚醒時間の増
加および NREM 睡眠時間の減少を有意に改善したが，donepezil の虚血後 7 日間投与
は脳虚血による変化に対して影響を示さなかった．さらに抑肝散は明暗期における比較
的長時間（1-5 分間）持続する NREM 睡眠のエピソード出現頻度の減少を有意に改善
することを示した．これらの結果から，抑肝散による RI ラットの覚醒時間増加および
NREM 睡眠時間減少に対する改善効果は，脳虚血により短縮した NREM 睡眠を正常
化もしく延長させることにより改善したと考えられた．従って，抑肝散の脳虚血前後 7
日間投与は臨床報告と同様に，NREM 睡眠時間を延長することによって，RI ラットの
睡眠障害を改善することが明らかとなった．  
 
3. 抑肝散の繰り返し脳虚血ラットにおける睡眠障害改善メカニズムの検討 
RIラットにおいて視床下部 prepro-orexinおよび前頭前皮質ヒスタミンH1受容体の
mRNA 発現の変化は認められず，特に前頭前皮質において EP4 および DP 受容体
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mRNA 発現量の増加が認められた．また RI ラットの前頭前皮質において神経細胞死お
よび caspase-3 mRNA 発現量の増加が認められた．これらの結果から，RI ラットの睡
眠障害は覚醒睡眠中枢の直接的なシグナルの関与ではなく，脳虚血時の種々の炎症反応
により睡眠覚醒機構バランスが崩壊したことで引き起こされたと考えられた． 
また抑肝散は脳虚血により増加した EP4 および DP mRNA発現を有意に抑制し，前
頭前皮質の神経細胞死に対する保護および caspase-3 mRNA 発現量の増加に対する抑
制を示した．従って，今回の結果から抑肝酸は脳虚血による前頭前皮質の PGE2，PGD2
が関与する炎症反応を脳保護的に抑制して，RI ラットの睡眠障害を改善したと考えら
れる． 
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結論 
 
 RI ラットは明期において，脳血管性認知症患者の睡眠障害にみられるような NREM
睡眠時間の短縮および中途覚醒の増加が確認され，脳血管性認知症を伴う睡眠障害の良
いモデル動物になる可能性が示された．この脳血管性認知症を伴う睡眠障害モデルの作
製は数少ない知見であり，今後の新規薬物開発への発展が期待される．また臨床報告と
同様に，抑肝散は RI ラットの睡眠障害を NREM 睡眠時間の正常化もしくは延長する
ことによって，改善を示すことが確認できた．さらに抑肝散が脳虚血による神経細胞死
を伴う炎症性反応に対して保護効果を示すことで RI ラットの睡眠障害を改善するとい
う知見は，抑肝散の基礎研究において新たなエビデンスであり，今後の脳血管性認知症
を伴う睡眠障害により広く臨床適応される可能性を示した．従って，抑肝散は脳血管性
認知症患者の睡眠症害に対して，より安全性の高い新たな治療薬になり得る可能性が示
された． 
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